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PCT No. PCT/IB95/00368 Sec. 371 Date Mar. 4, 
1997 Sec. 102(e) Date Mar. 4, 1997 PCT Filed 
May 17, 1995 PCT Pub. No. W095/33198 PCT 
Pub. Date Dec. 7, 1995The invention relates to a 
process for determing lumnescence with a planar 
dielectric optical sensor platform which consists 
of a transparent substrate to which a thin 
transparent waveguiding layer is applied, which 
sensor platform is provided with a coupling 
grating for the input-coupling of the excitation 
light and the refractive index of the substrate is 
lower than the refractive index of the waveguiding 
layer, by briging a liquid sample as superstate 
into contact with the layer, and measuring the 
luminescence produced by substances having 
luminescence properties in the sample, or by 
substances having luminescence properties 
immobilized on the layer, optoelectronically. The 
invention also relates to the use of the process in 
quantitative affinity sensing and to the use 
thereof for the quantitative determination of 
luminescent constituents in optically turbid 
solutions, and to sensor platform for carrying out 
the process. 
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Die Erfindung betrifft ein Verfahren zur Bestimmung einer mit 
einer planaren, dielektrischen optischen Sensorplattf orm auf der 
Basis eines Wellenleiters evaneszent angeregten Lumineszenz . Die 
Erfindung betrifft auch die Verwendung des Verfahrens in der 
quantitativen Af f initatssensorik sowie die Verwendung zur selek- 
tiven quantitativen Bestimmung lumineszierender Bestandteile in 
optisch triiben Losungen. 

Koppelt man eine Lichtwelle in einen planaren Wellenleiter, der 
von optisch dunneren Medien umgeben ist, so wird sie durch To- 
talref lektion an den Grenzflachen der wellenleitenden Schicht 
gefuhrt. Ein planarer Wellenleiter besteht im einfachsten Fall 
aus einem Dreischichtsystem: Substrat, wellenleitende Schicht, 
Superstrat ( bzw. zu untersuchende Probe), wobei die wellenlei- 
tende Schicht den hochsten Brechungsindex besitzt. Zusatzliche 
Zwischenschichten konnen die Wirkung des planaren Wellenleiters 
noch verbessern. 

In die optisch dunneren Medien tritt dabei ein Bruchteil der 
Lichtenergie ein. Diesen Anteil bezeichnet man als evaneszentes 
(=abnehmendes) Feld. Die Starke des evaneszenten Feldes ist sehr 
stark abhangig von der Dicke der wellenleitenden Schicht selbst 
sowie vom Verhaltnis der Brechungsindices der wellenleitenden 
Schicht und der sie umgebenden Medien. Bei dunnen Wellenleitern, 
d. h. Schichtdicken von derselben oder niedrigerer Dicke als der 
zu ftihrenden Wellenlange, konnen diskrete Moden des geleiteten 
Lichts unterschieden werden. Mit einem evaneszenten Feld ist es 
zum Beispiel moglich, Lumineszenz in optisch dunneren Medien an- 
zuregen, und zwar nur in unmittelbarer Umgebung zur geleiteten 
Lichtwelle. Dieses Prinzip wird evaneszente Lumineszenzanregung 
genannt . 



Fur die Analytik ist die evaneszente Lumineszenzanregung von 
grofiem Interesse, da die Anregung auf die direkte Umgebung der 
wellenleitenden Schicht beschrankt ist. 

Verfahren und Apparate zur Bestimmung der evaneszent angeregten 
Lumineszenz von mit Lumineszenzf arbstof f en markierten Antikdr- 
pern oder Antigenen sind bekannt und zum Beispiel in der US-A-4 
582 809 beschrieben. Die dort beanspruchte Anordnung verwendet 
eine Faseroptik zur evaneszenten Lumineszenzanregung. Solche Fa- 
seroptiken haben typischerweise einen Durchmesser von bis zu ei- 
nem Millimeter und leiten eine Vielzahl von Moden, wenn Laser- 
licht in sie eingekoppelt wird. Die evaneszent angeregte Lumi- 
neszenz kann in einfacher Weise nur durch den in die Faser riick- 
gekoppelten Anteil gemessen werden. Ein weiterer Nachteil ist, 
dass der apparative Aufbau relativ groft ist und vergleichsweise 
grofie Probenvolumina benotigt werden. Die Anordnung lasst sich 
kaum wesentlich weiter verkleinern oder gar zu integrierten op- 
tischen Sensoren miniaturisieren. 

Eine Erhohung der Empf indlichkeit ist im allgemeinen mit einer 
Vergrolierung der Anordnung verbunden. 

Photometrische Instrumente zur Bestimmung der Lumineszenz von 
Biosensoren unter evaneszenten Anregungsbedingungen mit planaren 
optischen Wellenleitern sind ebenfalls bekannt und zum Beispiel 
in der WO 90/06503 beschrieben. Die dort verwendeten wellenlei- 
tenden Schichten sind 160 nm bis 1000 nm dick, die Einkopplung 
der Anregungswelle erfolgt ohne Gitterkoppler . 

Es sind verschiedene Versuche unternommen worden, die Empfind- 
lichkeit evaneszent angeregter Lumineszenz zu steigern und inte- 
grierte optische Sensoren herzustellen. So wird zum Beispiel in 
Biosensors & Bioelectronics 6 (1991), 595-607 uber planare mono- 



Oder nieder-modale Wellenleiter berichtet, die in einem zwei- 
stufigen Ionenaustauschverf ahren hergestellt werden, und bei 
denen die Einkopplung der Anregungswelle mit Prismen erfolgt. 
Als Af f initatssystem wird humanes Immunoglobulin G / fluores- 
ceinmarkiertes Protein A verwendet, wobei der Antikorper auf dem 
Wellenleiter immobilisiert und das nachzuweisende fluores- 
ceinmarkierte Protein A in Phosphatpuf f er einem Film aus Poly- 
vinylalkohol zugesetzt wird, mit dem die Messregion des Wellen- 
leiters uberzogen wird. Ein wesentlicher Nachteil dieses Verfah- 
rens besteht darin, dass nur geringe Brechungsindexunterschiede 
zwischen wellenleitender Schicht und Substratschicht erreichbar 
sind, was eine verhaltnismaMg geringe Empf indlichkeit zur Folge 
hat. 

Die Empf indlichkeit wird mit 20 nm an Protein A gebundenem Fluo- 
resceinisothiocyanat angegeben. Urn geringste Spuren bestimmen zu 
konnen, ist dies noch unbef riedigend und daher eine weitere 
Steigerung der Empf indlichkeit notwendig. Daruberhinaus er- 
scheint die Reproduzierbarkeit und praktische Durchf uhrbarkeit 
der Lichteinkopplung durch Prismen aufgrund der grolien Abhangig- 
keit der Einkoppelef f izienz von Qualitat und Grofie der Kontakt- 
flache zwischen Prisma und Wellenleiter schwierig. 

In der US-A-5 081 012 wird ein anderes Prinzip vorgeschlagen. 
Die planare wellenleitende Schicht ist 200 nm bis 1000 nm dick 
und enthalt zwei Gitter, von denen eines als Ref lexionsgitter 
ausgebildet ist, so dass die eingekoppelte Lichtwelle den zwi- 
schen den Gittern liegenden Sensorbereich mindestens zweimal 
durchlaufen muss. Auf diese Weise soli eine erhohte Empf indlich- 
keit erreicht werden. Ein Nachteil ist, dass die reflektierte 
Strahlung zu einer unerwiinschten Erhohung der Untergrund-Strah- 
lungsintensitat fiihren kann. 



Die Herstellung planarer Wellenleiter ist ein Vorgang, bei dem 
es sehr wesentlich auf die Planaritat des Tragermaterials, die 
konstante Dicke und Homogenitat der wellenleitenden Schicht und 
den Brechungsindex des dafiir verwendeten Materials ankommt. Dies 
ist zum Beispiel in der EP-A-0 533 074 beschrieben, und es wird 
dort vorgeschlagen, anorganische Wellenleiter auf Kunststof f tra- 
germaterialien auf zubringen. Dies bietet den Vorteil, dass zum 
Beispiel eine wirtschaf tlich giinstige Strukturierung des Gitter- 
kopplers durch Einpragen der Struktur in den Kunststoff durchge- 
fuhrt werden kann. Andererseits werden aber auch hohe Anforde- 
rungen an die optische Qualitat der Kunststof ftragermaterialien 
gestellt , 

WO 91/10122 beschreibt ein Spektrophotometer fur die Messung von 
Absorptionsanderungen von Strahlung, die durch das evanscente 
Feld mit einem Analyt in Wechselwirkung tritt, das eine Wellen- 
leitung mit zwei Cittern zum Ein- und Auskoppeln von Strahlungs- 
licht verwendet. 

Planare Wellenleiter bieten gegenuber Wellenleitern, die auf Fa- 
seroptiken basieren wesentliche Vorteile in der grofttechnischen 
Herstellungl Insbesondere ist es in der Regel erf orderlich, bei 
Fasern die geschnittenen Enden nachzupolieren, damit eine ein- 
wandfreie optische Qualitat erzielt wird. Planare Wellenleiter 
hingegen konnen groftflachig hergestellt und danach in der ge- 
wunschten GroBe ausgestanzt, gebrochen oder geschnitten werden. 
Ein Nacharbeiten der Kanten erubrigt sich in den meisten Fallen, 
wodurch die Massenherstellung wirtschaf tlicher wird. 

Weitere Vorteile von planaren Wellenleitern mit Gitterkopplern 
sind die einfache Justierung im Messgerat oder in der Messanord- 
nung sowie das einfache Aufbringen einer Beschichtung, bei- 
spielsweise zur Immobilisierung eines Analyten. Hierftir konnen 



Standardverfahren aus der Beschichtungstechnologie, mit denen 
sich reproduzierbare, konstante Schichtdicken herstellen lassen, 
verwendet werden. Beispiele sind Spriihen, Rakeln, Schleuderbe- 
schichten oder Tauchen. Die Qualitatskontrolle lasst sich eben- 
falls mit bekannten und sehr prazisen Methoden einfach durchfiih- 
ren. Geeignet sind beispielsweise mikroskopische oder interfero- 
metrische Methoden, Ellipsometrie oder Kontaktwinkelmessungen. 
Diese Verfahren sind fur gekrummte Oberflachen, wie sie bei Wel- 
lenleitern, die auf Faseroptiken basieren, nicht oder nur 
schwierig einsetzbar. 

Neben der eigentlichen wellenleitenden Schicht stellt die Art 
der Einkopplung der Lichtwelle in die wellenleitende Schicht ein 
Hauptproblem dar. Die Anf orderungen an Gitter zur Einkopplung 
von Licht in sich verjungende Wellenleiter fttr integrierte opti- 
sche Sensoren werden zum Beispiel in Chemical, Biochemical and 
Environmental Fiber Sensors V, Proc. SPIE, Vol 2068, 1-13, 1994 
dargestellt. Dabei werden die Mbdulationstief e des Gitters und 
die Schichtdicke des Wellenleiters als kritische Merkmale be- 
schrieben. Die dort vorgeschlagenen Systeme konnen zum Beispiel 
als integrierte optische Lichtzeiger Verwendung finden, wobei 
jedoch keine Hinweise auf eine zu detektierende Lumineszenz ge- 
geben werden. 

Sollen derartige planare Wellenleiter mit integrierten Gitter- 
kopplern fiir Lumineszenzmessungen verwendet werden, so sind die 
wesentlichen Merkmale fur ihre Brauchbarkeit und zur Erreichung 
einer hohen Empf indlichkeit eine ausreichend grofie Einkoppelef- 
fizienz, ein moglichst starkes evaneszentes Feld und eine ge- 
ringe Dampfung der geftihrten Welle. Diese Merkmale werden kri- 
tisch bestimmt durch die Kombination von Brechungsindex der 
wellenleitenden Schicht und des Tragermaterials und eventuell 
vorhandener Zwischenschichten, Schichtdicke des Wellenleiters, 



Struktur, Modulationstief e und Gitterperiode des Gitterkopplers . 
Hinzu kommt die erf orderliche optische Qualitat der Flachen, de- 
ren Planaritat beziehungsweise Rauhigkeit. 

Es wurde nun gefunden, dass sich auf einfache Art, ohne ein zu- 
satzliches Ref lexionsgitter zu verwenden, ein Verfahren zur eva- 
neszenten Anregung und Detektion von Lumineszenz mit hoher Emp- 
findlichkeit durchfuhren lasst, wenn die erwahnten kritischen 
Merkmale wie Brechungsindex, Schichtdicke und Modulationstiefe 
erf indungsgemaB kombiniert werden. Typischerweise betragt dann 
die Dampfung der geleiteten Lichtwelle weniger als 3dB/cm, was 
eine lange Wegstrecke des geleiteten Strahls und eine geringe 
Streuung der gefuhrten Welle in die sie umgebenden Medien zur 
Folge hat. Insbesondere werden unter diesen Bedingungen bevor- 
zugt der TEO und der TMO Mode gefuhrt. Die Leitungsstrecke 
reicht aus, urn zusStzlich zur Lumineszenz die Absorption des An- 
regungslichtes in Anwesenheit einer absorbierenden Probe mit ho- 
her Genauigkeit messen zu konnen. 

Diese planaren Wellenleiter, in denen nur ein oder wenige Moden 
gefuhrt werden zeichnen sich durch eine besonders hohe Empfind- 
lichkeit bei kleinstmoglicher Bauweise aus. In der Regel wird 
diese Empf indlichkeit von vielmodigen Wellenleitern planarer 
oder faserartiger Bauart nicht erreicht, oder wenn sie erreicht 
wird, so ist dies nur mit erheblich grolieren geometrischen Ab- 
messungen moglich. 

Die Einkoppelef f izienz des Koppelgitters ist hoch, so dass die 
Intensitat der eingekoppelten Lichtwelle ebenfalls groft ist, was 
in Verbindung mit der geringen Dampfung zu einer bereits guten 
Empf indlichkeit fuhrt. 



Die Empf indlichkeit wird noch dadurch gesteigert, dass das eva- 
neszente Feld iiberraschend stark ist und die dadurch erzeugten 
hohen elektromagnetischen Feldstarken zu einer weiteren Steige- 
rung der Empf indlichkeit beitragen. Dadurch bietet sich die Mog- 
lichkeit, auch geringste Mengen lumineszierenden Materials an 
der Oberflache der wellenleitenden Schicht zu bestimmen. 

Dementsprechend bezieht sich die Erfindung gemaJJ einem ihrer 
Aspekte auf ein Verfahren zur Bestimmung einer Lumineszenz mit 
einer planaren, dielektrischen optischen Sensorplattform, die 
aus einem transparenten Tragermaterial (a) besteht, auf das eine 
diinne, transparente wellenleitende Schicht (b) aus einem anorga- 
nischen Material aufgebracht ist, wobei die Sensorplattf orm mit 
einem Gitter zur Einkopplung des Anregungslichts versehen ist 
und der Brechungsindex des Tragermaterials (a) kleiner ist als 
der Brechungsindex der wellenleitenden Schicht (b) , bei dem eine 
fliissige Probe mit der Schicht (b) in Kontakt gebracht wird, und 
die von lumineszenzf ahigen Stoffen in der Probe oder von auf der 
Schicht (b) immobilisierten lumineszenzf ahigen Stoffen erzeugte 
Lumineszenz optoelektronisch gemessen wird, dadurch gekennzeich- 
net r dass man 

(A) das Anregungslaserlicht durch das Gitter einkoppelt, es die 
wellenleitende Schicht durchlaufen lasst und hierbei die lumi- 
neszenzf ahigen Stoffe im evaneszenten Feld der wellenleitenden 
Schicht zur Lumineszenz anregt, 

(B) das Gitter eine Modulationstief e von 3 bis 60 nm aufweist, 

(C) die Dicke der Schicht (b) 40 bis 160 nm betragt, und 

(D) das Verhaltnis von Modulationstief e zur Dicke der Schicht 
(b) kleiner als 0,5 ist, 

Planare, dielektrische optische Sensorplattf orm bedeutet im Rah- 
men dieser Erfindung, dass sie in Form eines Streifens, einer 
Platte, einer runden Scheibe oder einer beliebigen anderen geo- 



metrischen Form ausgebildet sein kann, sofern diese mit bloliem 
Auge als planar angesehen wird. Die gewahlte geometrische Form 
ist an und fur sich unkritisch und kann sich nach dem Aufbau des 
gesamten Gerates richten, in dem die Sensorplattf orm eingebaut 
ist. Sie kann aber auch als selbstandiges Element, raumlich se- 
pariert von der Anregungslichtquelle und vom optoelektronischen 
Nachweissystem, eingesetzt werden. Bevorzugt sind Anordnungen, 
die eine weitgehende Miniaturisierung zulassen. 

Als Tragermaterial kommen zum Beispiel Glaser aller Art oder 
Quarz in Frage. Vorzugsweise werden Glaser verwendet, die einen 
moglichst niedrigen optischen Brechungsindex und moglichst ge- 
ringe Eigenlumineszenz aufweisen, und die eine moglichst einfa- 
che optische Bearbeitung, wie Atzen, Schleifen und Polieren zu- 
lassen. Das Tragermaterial muss mindestens bei der Anregungs- 
und Emissionswellenlange transparent sein. 

Als Tragermaterialien konnen auch Kunststoffe verwendet werden, 
wie sie zum Beispiel in der EP-A-0 533 074 beschrieben sind. 

Die Tragermaterialien konnen noch mit einer dtinnen Schicht uber- 
zogen sein, 'die einen Brechungsindex kleiner oder gleich dem 
Tragermaterial aufweist und die nicht dicker als 0,01 mm ist. 
Diese Schicht kann zur Verminderung der Oberf lachenrauhigkeit 
des Tragermaterials dienen und kann aus einem thermoplastischen, 
einem thermisch vernetzbaren oder einem strukturvernetzten 
Kunststoff oder auch aus anorganischen Materialien wie Si0 2 
bestehen. 

Zur Lumineszenzanregung kommt nur weitgehend paralleles Licht in 
Frage. Unter weitgehend parallel ist im Rahmen dieser Erfindung 
eine Divergenz von weniger als 5° zu verstehen. Das heifct, das 
Licht kann schwach divergent oder schwach konvergent sein. 



Bevorzugt verwendet man fur die Lumineszenzanregung koharentes 
Licht, besonders bevorzugt Laserlicht einer Wellenlange von 300 
bis 1100 nm, ganz besonders bevorzugt von 450 bis 850 nm und 
insbesondere von 480 bis 700 nm. 

Als Laser konnen zum Beispiel Farbstoff laser, Gaslaser, Festkor- 
perlaser und Halbleiterlaser eingesetzt werden. Bei Bedarf kann 
die Emissionswellenlange durch nichtlineare Kristalloptiken auch 
verdoppelt werden. Der Strahl kann auch durch optische Elemente 
noch weiter fokussiert, polarisiert oder durch Graufilter abge- 
schwacht werden. Besonders geeignete Laser sind Argon-Ionen La- 
ser und Helium-Neon Laser, die bei Wellenlangen zwischen 457 nm 
und 514 nm beziehungsweise zwischen 543 nm und 633 nm emittie- 
ren. Ganz besonders geeignet sind Diodenlaser oder frequenzver- 
doppelte Diodenlaser aus Halbleitermaterial, die bei einer Fun- 
damentalwellenlange zwischen 630 nm und 1100 nm emittieren, da 
sie wegen ihrer kleinen Abmessungen und geringen Leistungsauf - 
nahme eine weitgehende Miniaturisierung des ganzen Sensorsystems 
erlauben. 

Unter Probe 'wird im Rahmen der vorliegenden Erfindung die ge- 
samte zu untersuchende Losung verstanden, die eine nachzuwei- 
sende Substanz - den Analyt - enthalten kann. Der Nachweis kann 
in einem ein-oder mehrstufigen Assay erfolgen, in dessen Verlauf 
die Oberflache der Sensorplattf orm mit einer oder mehreren L6- 
sungen kontaktiert wird. Dabei enthalt mindestens eine der ver- 
wendeten Losungen einen lumineszenzf ahigen Stoff, der erfin- 
dungsgemaft detektiert werden kann. 

Wenn ein lumineszenzf ahiger Stoff bereits an der wellenleitenden 
Schicht (b) adsorbiert ist f kann die Probe auch frei von lumi- 
neszierenden Bestandteilen sein. Die Probe kann weitere Bestand- 
teile enthalten, wie zum Beispiel pH-Puffer, Salze, sauren, Ba- 
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sen, oberflachenaktive Stoffe, viskositatsbeeinf lussende Zusatze 
oder Farbstoffe. Insbesondere kann eine physiologische Kochsalz- 
losung als LSsungsmittel verwendet werden. Wenn der lumineszenz- 
fahige Teil selbst fliissig ist, so kann auf die Zugabe eines Lo- 
sungsmittels verzichtet werden. In diesem Fall kann die Probe 
bis zu 100% lumineszenzfahigen Anteil enthalten. 

Weiterhin kann die Probe ein biologisches Medium, wie zum Bei- 
spiel Eigelb, eine Korperf lussigkeit oder deren Bestandteile, 
insbesondere Blut, Serum, Plasma oder Urin sein. Dariiberhinaus 
kann es sich urn Oberf lachenwasser, Losungen von Extrakten aus 
naturlichen oder synthetischen Medien wie Boden oder Pflanzen- 
teilen, Bioprozessbriihen oder Synthesebruhen handeln. 

Die Probe kann entweder unverdUnnt oder zusatzlich mit einem L6- 
sungsmittel verwendet werden. 

Als L6sungsmittel kommen Wasser, wassrige Puffer- und Proteinlo- 
sungen sowie organische Losungsmittel in Frage. Als organische 
Losungsmittel eignen sich Alkohole, Ketone, Ester, und aliphati- 
sche Kohlenwasserstof fe. Bevorzugt werden Wasser, wassrige Puf- 
fer oder ein Gemisch von Wasser mit einem mischbaren organischen 
Losungsmittel verwendet. 

Die Probe kann aber auch im Losungsmittel nicht losliche Be- 
standteile enthalten, wie Pigmentteilchen, Dispergatoren, natur- 
liche und synthetische Oligomere oder Polymere. Sie liegt dann 
als optisch trube Dispersion oder Emulsion vor. 

Geeignete lumineszierende Verbindungen sind Lumineszenzf arb- 
stoffe mit einer Lumineszenz im Wellenlangenbereich von 330 nm 
bis 1000 nm, wie Rhodamine r Fluoresceinderivate , Cumarinderi- 
vate, Distyrylbiphenyle, Stilbenderivate, Phthalocyanine, Naph- 



thalocyanine, Polypyridyl- Rutheniumkomplexe, wie z. B. 
Tris(2,2'- bipyridyl) rutheniumchlorid, Tris(l,10- phenanthro- 
lin) rutheniumchlorid, Tris (4, 7-diphenyl-l, 10- phenanthro- 
lin) rutheniumchlorid und Polypyridyl-Phenazin- Rutheniumkom- 
plexe, Platin-Porphyrin-Komplexe, wie z. B. Octaethyl-Platin- 
Porphyrin, langlebige Europium- und Terbiumkomplexe oder Cyanin- 
Farbstoffe. Besonders geeignet fur Analysen in Blut oder Serum 
sind Farbstoffe mit Absorptions- und Emissionswellenlangen im 
Bereich 600 - 900 nm. 

Ganz besonders geeignet sind Farbstoffe wie beispielsweise Fluo- 
resceinderivate, die funktionelle Gruppen enthalten, mit denen 
sie kovalent gebunden werden konnen wie zum Beispiel 
Fluoresceinisothiocyanat . 

Ebenfalls gut geeignet sind die von der Fa. Biological Detection 
Systems Inc. im Handel befindlichen funktionellen Fluoreszenz- 
farbstoffe, beispielsweise die mono- und bif unktionellen Cy5 . 5™ 
Farbstoffe, die zum Beispiel auch in Clinical Chemistry 40 (9) : 
1819-1822, 1994 beschrieben sind. 

Bevorzugte Lumineszenz ist die Fluoreszenz. 

Die zur Anwendung kommenden Lumineszenzf arbstof f e konnen auch 
chemisch an Polymere oder an einen der Bindungspartner in bio- 
chemischen Af f initatssystemen, z. B. Antikorper oder Antik6rper- 
fragmente, Antigene, Proteine, Peptide, Rezeptoren oder ihre Li- 
ganden, Hormone oder Hormonrezeptoren, Oligonukleotide, DNA- 
Strange und RNA-Strange, DNA- oder RNA- Analoga, Bindungspro- 
teine wie Protein A und G, Avidin oder Biotin, Enzyme, Enzymco- 
faktoren oder Inhibitoren, Lektine oder Kohlenhydrate, gebunden 
sein. Die zuletzt genannte kovalente Lumineszenzmarkierung ist 
fur reversible oder irreversible (bio) chemische Af f initatsassays 
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die bevorzugte Verwendung. Weiterhin konnen auch lumineszenzmar- 
kierte Steroide, Lipide und Chelatoren zum Einsatz kommen. Spe- 
ziell fur Hybridisierungsassays mit DNA-Strangen oder Oligonu- 
kleotiden sind auch interkalierende Lumineszenzf arbstof f e beson- 
ders geeignet, insbesondere wenn sie - wie verschiedene Rutheni- 
umkomplexe - bei der Interkalation eine Lumineszenzverstarkung 
aufweisen. Werden diese lumineszenzmarkierten Verbindungen mit 
ihren auf der Oberflache der Sensorplattf orm immobilisierten Af- 
finitatspartnern in Kontakt gebracht, so lasst sich ihre Bindung 
leicht anhand der gemessenen Lumineszenzintensitat quantitativ 
bestimmen. Ebenso ist eine quantitative Bestimmung des Analyten 
durch Messung der Lumineszenzanderung bei Wechselwirkung der 
Probe mit den Luminophoren moglich, z. B. in Form von Lumines- 
zenzloschung durch Sauerstoff oder von Lumineszenzverstarkung 
durch Konformationsanderungen von Proteinen. 

Der Brechungsindex der wellenleitenden Schicht muss grofter als 
der des Tragermaterials und gegebenenf alls verwendeter Zwischen- 
schichten sein. Bevorzugt besteht die planare, transparente, 
wellenleitende Schicht aus einem Material mit einem Brechungs- 
index gr ler als 2. 

Geeignete Materialien sind anorganische Materialien, vorzugs- 
weise anorganische Metalloxide wie Ti0 2/ ZnO, Nb 5 0 5 r Ta 2 0 5 , Hf0 2 , 
oder Zr0 2 . 

Bevorzugt sind Ta 2 0 5 und Ti0 2 . 

Die Dicke der transparenten, wellenleitenden Schicht betragt be- 
vorzugt 80 bis 160 nm. 

Die Modulationstiefe des Gitters zur Einkopplung des Anregungs- 
lichts betragt bevorzugt 5 bis 30 nm. 
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Bevorzugt weist das Gitter ein Steg zu Nut-Verhaltnis von 0,5 - 
2 auf. Unter Steg zu Nut -Verhaltnis ist zum Beispiel bei einem 
Rechteckgitter das Verhaltnis der Breite der Stege zu der Breite 
der Nuten zu verstehen. 

Das Gitter zur Einkopplung des Anregungslichts ist als optisches 
Beugungsgitter ausgebildet, bevorzugt als Relief gitter . Die Re- 
lief struktur kann dabei verschiedene Formen aufweisen. Geeignet 
sind zum Beispiel Sinus-, Rechteck-oder Sagezahnstrukturen. Ver- 
fahren zur Erzeugung solcher Gitter sind bekannt. Vorwiegend 
werden photolithographische oder holographische Verfahren und 
Atztechniken fur ihre Herstellung eingesetzt, wie sie beispiels- 
weise in Chemical, Biochemical and Environmental Fiber Sensors 
V. Proc. SPIE, Vol 2068, 1-13, 1994 beschrieben sind. 

Die Gitterstruktur kann auf dem Tragermaterial erzeugt und da- 
nach in die wellenleitende Schicht ubertragen werden , in der 
sich dann die Gitterstruktur abbildet, oder das Gitter wird in 
der wellenleitenden Schicht selbst erzeugt. 

Die Gitterperiode kann 200 bis 1000 nm betragen, wobei das Git- 
ter vorteilhaft nur eine Periodizitat aufweist, das heifct mo- 
nodiffraktiv ist. 

Im erf indungsgemafien Verfahren kann die Probe sowohl stationer 
mit der wellenleitenden Schicht in Kontakt gebracht werden, als 
auch kontinuierlich uber sie geleitet werden, wobei der Kreis- 
lauf of fen oder geschlossen sein kann. 

Eine spezifische Ausf uhrungsf orm des Verfahrens besteht darin, 
dass man die zum Nachweis des Analyten benutzten lumineszenzf a- 
higen Stoffe direkt an der Oberflache der wellenleitenden 



Schicht (b) immobilisiert . Es kann sich dabei zum Beispiel urn 
einen an ein Protein gebundenen Luminophor handeln, der auf 
diese Weise an der Oberflache der wellenleitenden Schicht zur 
Lumineszenz angeregt werden kann. Wird ein fur das Protein af fi- 
ner Partner iiber diese immobilisierte Schicht geleitet, so kann 
dadurch die Lumineszenz verandert und auf diese Weise die Menge 
des affinen Partners bestimmt werden. Insbesondere konnen auch 
beide Partner eines Af f initatskomplexes mit Luminophoren mar- 
kiert sein, urn beispielsweise Konzentrationsbestimmungen anhand 
des Energietransf ers zwischen den beiden, etwa in Form von Lumi- 
neszenzloschung, vorzunehmen . 

Eine weitere, bevorzugte Ausfuhrungsf orm des Verfahrens fur che- 
mische oder biochemische Aff initatsassays besteht darin, dafi man 
auf der Oberflache der Sensorplattf orm einen spezifischen Bin- 
dungspartner als chemisches oder biochemisches Erkennungselement 
fur den Analyten selbst oder fur einen der Bindungspartner immo- 
bilisiert. Dabei kann es sich urn einen ein- oder mehrstufigen 
Assay handeln, in dessen Verlauf in auf einanderfolgenden Schrit- 
ten eine oder mehrere Losungen mit spezifischen Bindungspartnern 
fur die auf der Oberflache der Sensorplattf orm immobilisierten 
Erkennungselemente gefuhrt werden, wobei der Analyt in einem der 
Teilschritte gebunden wird. Der Nachweis des Analyten erfolgt 
dabei durch Bindung von lumineszenzf ahig markierten Teilnehmern 
des Aff initatsassays. Bei den dabei eingesetzten lumineszenzmar- 
kierten Stoffen kann es sich urn einen oder mehrere beliebige 
Bindungspartner des Aff initatsassays handeln, oder auch urn einen 
mit einem Luminophoren versehenen Analogen des Analyten. Voraus- 
setzung ist lediglich, dass die Anwesenheit des Analyten selek- 
tiv zu einem Lumineszenzsignal oder selektiv zu einer Anderung 
des Lumineszenzsignals fuhrt. 



Die Immobilisierung der Erkennungselemente kann zum Beispiel 
durch hydrophobe Adsorption oder kovalente Bindung direkt auf 
der wellenleitenden Schicht oder nach chemischer Modifikation 
der Oberflache, z. B. durch Silanisierung oder Aufbringung einer 
Polymerenschicht, erfolgen. Zusatzlich kann zur Erleichterung 
der Immobilisierung der Erkennungselemente direkt auf dem Wel- 
lenleiter eine dunne Zwischenschicht als Haf tvermittlungs- 
schicht, z. B. bestehend aus Si0 2 , aufgebracht werden. Die Dicke 
dieser Zwischenschicht sollte 50 nm, vorzugsweise 20 nm, nicht 
iibersteigen. 

Geeignete Erkennnungselemente sind typischerweise Antikorper fur 
Antigene, Bindungsproteine wie Protein A und G fur Immunoglobu- 
line, Rezeptoren fur Liganden, Oligonukleotide und RNA- oder 
DNA-Einzelstrange fur ihre Komplementarst range, Avidin fur Bio- 
tin, Enzyme fur Enzymsubstrate, Enzymcofaktoren oder Inhibito- 
ren, Lektine fur Kohlehydrate . Welcher der jeweiligen Affini- 
tatspartner auf der Oberflache der Sensorplattf orm immobilisiert 
wird, ist abhangig von der Architektur des Assays. 

Der Assay selbst kann sowohl ein einstufiger Komplexierungspro- 
zess, beispielsweise ein kompetitiver Assay, oder auch ein mehr- 
stufiger Prozess, beispielsweise ein Sandwich-Assay, sein. 

Im einfachsten Fall des kompetitiven Assays wird die Probe, wel- 
che den Analyten in unbekannter Konzentration sowie eine be- 
kannte Menge einer bis auf eine Lumineszenzmarkierung gleichar- 
tigen Verbindung enthalt, mit der Oberflache der Sensorplattf orm 
in Kontakt gebracht, wo die lumineszenzmarkierten und unmarkier- 
ten Molekiile urn die Bindungsstellen an ihren immobilisierten Er- 
kennungselementen konkurrieren. Bei dieser Assaykonf iguration 
erhalt man ein maximales Lumineszenzsignal, wenn die Probe kei- 
nen Analyten enthalt, Mit steigender Konzentration der nachzu- 



weisenden Substanz werden die zu beobachtenden Lumineszenzsi- 
gnale niedriger. 

In einem kompetitiven Immunoassay braucht nicht unbedingt der 
Antikorper, sondern es kann auch das Antigen auf der Oberflache 
der Sensorplattform als Erkennungselement immobilisiert werden. 
Generell ist es beliebig, welcher der Partner in chemischen oder 
biochemischen Af f initatsassays immobilisiert wird. Dieses ist 
ein prinzipieller Vorteil von auf Lumineszenz basierenden Assays 
gegenliber Verfahren wie beispielsweise Oberf lachenplasmonenreso- 
nanz oder Interf erometrie, welche auf der Anderung adsorbierter 
Masse im evaneszenten Feld der wellenleitenden Schicht beruhen. 

Weiterhin braucht im Falle kompetitiver Assays die Konkurrenz 
nicht beschrankt zu sein auf Bindungsstellen an der Oberflache 
der Sensorplattform. Beispielsweise kann auch eine bekannte 
Menge eines Antigens an der Oberflache der Sensorplattform immo- 
bilisiert werden, welches anschlieftend mit der Probe in Kontakt 
gebracht wird, die eine unbekannte, nachzuweisende Menge des 
gleichen Antigens als Analyten sowie lumineszenzmarkierte Anti- 
korper enthalt. In diesem Fall findet die Konkurrenz zwischen an 
der Oberflache immobilisierten und in Losung befindlichen Anti- 
genen urn Bindung der Antikorper statt. 

Der einfachste Fall eines mehrstufigen Assays ist ein Sandwich- 
Immunoassay, bei dem ein primarer Antikorper auf der Oberflache 
der Sensorplattform immobilisiert wird. Die Bindung des nachzu- 
weisenden Antigens und des zur Ausfiihrung des Nachweises benutz- 
ten, lumineszenzmarkierten sekundaren Antikorpers an ein zweites 
Epitop des Antigens kann sowohl durch auf einanderf olgende Kon- 
taktierung mit der das Antigen enthaltenden Losung und einer 
zweiten, den lumineszenzmarkierten Antikorper enthaltenden Lo- 
sung erfolgen, oder nach vorheriger Zusammenf uhrung dieser bei- 
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den Losungen, so dass abschlieliend der Teilkomplex, bestehend 
aus Antigen und lumineszenzmarkiertem Antik5rper, gebunden wird. 

Aff initatsassays konnen auch weitere zusatzliche Bindungs- 
schritte enthalten. Beispielsweise kann im Falle von Sandwich- 
Immunoassays in einem ersten Schritt Protein A auf der Oberfla- 
che der Sensorplattf orm immobilisiert werden, welches spezifisch 
Immunoglobuline an ihrem sogenannten F c -Teil bindet, welche dann 
als primare Antikdrper in einem nachf olgenden Sandwichassay die- 
nen, der wie beschrieben ausgeftihrt werden kann. 

Es gibt eine Vielzahl weiterer Ausfuhrungsf ormen von Affini- 
tatsassays, beispielsweise unter Verwendung des bekannten Avi- 
din-Biotin-Af f initatssystems . 

Beispiele von Ausfuhrungsf ormen von Af f initasassays finden sich 
bei J. H. Rittenburg, Fundamentals of Immunoassay; in Develop- 
ment and Application of Immunoassay for Food Analysis, J. H. 
Rittenburg (Ed.)/ Elsevier, Essex 1990, oder in P. Tijssen, 
Practice and Theory of Enzyme Immunoassays, R. H. Burdon, P. H. 
van Knippenberg (Eds), Elsevier, Amsterdam 1985. 

Weiterhin ist es moglich, die Oberflache der Sensorplattf orm so- 
wohl fur den Einmalgebrauch zu benutzen als auch sie zu regene- 
rieren. Unter geeigneten Bedingungen, beispielsweise tiefem pH, 
erhohter Temperatur, unter Anwendung organischer Losungsmittel 
oder bei Einsatz sogenannter chaotroper Reagenzien (Salze) , kon- 
nen die Affinitatskomplexe selektiv dissoziiert werden, ohne die 
Bindungsfahigkeit der immobilisierten Erkennungselemente wesent- 
lich zu beeintrachtigen. Die genauen Bedingungen sind stark ab- 
hangig vom jeweiligen Af f initatssystem. 
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Eine weitere wesentliche Anwendungsf orm des Verfahrens beruht 
zum einen auf der Beschrankung der Signalerzeugung - im Fall der 
Ruckkopplung gilt dies auch fiir die Signaldetektion- auf das 
evaneszente Feld des Wellenleiters, zum anderen auf der Reversi- 
bility der Af f initatskomplexbildung als Gleichgewichtsprozess : 
Unter Anwendung geeigneter Flussraten in einem Durchf lusssystem 
kann die Bindung Oder Desorption bzw. Dissoziation gebundener, 
lumineszenzmarkierter Af f initatspartner im evaneszenten Feld in 
Echtzeit verfolgt werden. Daher eignet sich das Verfahren fiir 
kinetische Studien zur Bestimmung unterschiedlicher Assozia- 
tions- oder Dissoziationskonstanten oder auch fur Verdran- 
gungsassays. 

Die Detektion der evaneszent angeregten Lumineszenz kann mit be- 
kannten Methoden erfolgen. Geeignet sind Photodioden, Photozel- 
len, Photomultiplier, CCD-Kameras und Detektor-Arrays, wie z. B. 
CCD-Zeilen. Die Lumineszenz kann mit optischen Elementen wie 
Spiegeln, Prismen, Linsen, Fresnellinsen und Gradientenindexlin- 
sen auf diese abgebildet werden. Zur Selektion der Emissionswel- 
lenlange konnen bekannte Elemente wie Filter, Prismen, Monochro- 
matoren, dichroitische Spiegel und Beugungsgitter verwendet wer- 
den . 

Eine Ausf uhrungsf orm des Verfahrens besteht darin, dass man die 
isotrop abgestrahlte, evaneszent angeregte Lumineszenz detek- 
tiert . 

In einer anderen Ausfuhrungsf orm des Verfahrens wird die in die 
Sensorplattform zuriickgekoppelte, evaneszent angeregte Lumines- 
zenz an den Kanten der Sensorplattform detektiert. Diese ruckge- 
koppelte Fluoreszenzintensitat ist iiberraschend hoch, so dass 
sich mit dieser Verf ahrensweise ebenfalls eine sehr gute Emp- 
findlichkeit erreichen lasst. 
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In einer weiteren Verf ahrensf orm werden sowohl die evaneszent 
angeregte, isotrop abgestrahlte Lumineszenz als auch die in den 
Wellenleiter ruckgekoppelte Lumineszenz unabhangig voneinander, 
aber simultan detektiert. Aufgrund der unterschiedlichen Selek- 
tivitat der beiden Lumineszenzdetektionsmethoden, welche vom Ab- 
stand der Luminophoren von der wellenleitenden Schicht abhangig 
ist, konnen mit dieser Ausfuhrungsf orm zusatzliche Inf ormationen 
aber die raumliche Verteilung der Luminophoren gewonnen werden. 
Damit ergibt sich auch eine Unterscheidungsmoglichkeit von pho- 
tochemischem Ausbleichen der Luminophoren und Dissoziation der 
die Luminophoren tragenden Af f initatskomplexe. 

Ein Vorteil des Verfahrens besteht auch darin, dass neben der 
Lumineszenzdetektion gleichzeitig auch die Absorption des einge- 
strahlten Anregungslichtes bestimmt werden kann. Gegenuber mul- 
timodalen Wellenleitern f aseroptischer oder planarer Bauart wird 
in diesem Fall ein wesentlich besseres Signal/Rausch Verhaltnis 
erreicht. Durch das gleichzeitige Messen von Lumineszenz und Ab- 
sorption lassen sich mit hoher Empf indlichkeit Lumineszenz- 
loscheffekte feststellen. 

Das Verfahren kann so durchgefuhrt werden, dass man das Anre- 
gungslicht ununterbrochen (CW-Betrieb, CW = "continuous wave") 
einstrahlt, dies bedeutet, dass mit zeitlich konstanter Lichtin- 
tensitat angeregt wird. 

Das Verfahren kann aber auch so durchgefuhrt werden, dass man 
das Anregungslicht in Form eines zeitlichen Pulses mit einer 
Pulsdauer von zum Beispiel einer Pikosekunde bis zu 100 Sekunden 
einstrahlt und die Lumineszenz zeitlich aufgelost - im Falle 
kurzer Pulsdauern - oder in Intervallen von Sekunden bis zu Mi- 
nuten detektiert. Diese Methode ist besonders dann vorteilhaft, 
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wenn man zum Beispiel die Geschwindigkeit einer Bindungsbildung 
analytisch verfolgen oder eine Lumineszenzsignalabnahme infolge 
photochemischen Ausbleichens verhindern will mittels kurzer Be- 
lichtungszeiten. Weiterhin ist bei Verwendung entsprechend kur- 
zer Pulsdauer und geeigneter Zeitauf losung der Detektion die 
Diskriminierung von Streulicht, Ramanemission und kurzlebiger 
Lumineszenz moglicherweise vorhandener, unerwunschter lumines- 
zierender Bestandteile der Probe und des Sensormaterials gegen- 
tiber einer in diesem Fall moglichst langlebigen Lumineszenz des 
Markierungsmolekuls moglich, indem die Emission des Analyten 
erst nach Abklingen dieser kurzlebigen Strahlung detektiert 
wird. Dariiber hinaus erlaubt zeitauf geloste Lumineszenzdetektion 
nach gepulster Anregung, ebenso wie modulierte Anregung und De- 
tektion, die Untersuchung des Einflusses der Bindung des Analy- 
ten auf das molekulare Lumineszenzabklingverhalten. Die moleku- 
lare Lumineszenzabklingzeit kann, neben der spezifischen Analy- 
terkennung durch die immobilisierten Erkennungselemente und der 
raumlichen Beschrankung der Signalerzeugung auf das evaneszente 
Feld des Wellenleiters, als ein weiteres Selektivitatskriterium 
benutzt werden. 

Das Verfahren kann auch so durchgefiihrt werden, daJJ man, bei ei- 
ner oder mehreren Frequenzen, das Anregungslicht intensitatsmo- 
duliert einstrahlt und die resultierende Phasenverschiebung und 
Modulation der Probenlumineszenz detektiert. 

Die Erfindung bezieht sich auch auf die Verwendung des erfin- 
dungsgemaften Verfahrens zur quantitativen Bestimmung von Analy- 
ten in chemischen oder biochemischen Af f initatsassays mit be- 
kannten Af f initatspartnern und Assayarchitekturen, mittels De- 
tektion der Emission von lumineszenzf ahig markierten Bindungs- 
partnern oder mittels Detektion von Anderungen der Lumineszenz- 



eigenschaf ten immobilisierter , lumineszenzmarkierter Affini- 
tatspartner durch Wechselwirkung mit dem Analyten. 

Da Signalerzeugung und -detektion auf die chemische oder bioche- 
mische Erkennungsoberf lache auf dem Wellenleiter beschrankt sind 
und Storsignale aus dem Medium diskriminiert werden, kann die 
Bindung von Substanzen an die immobilisierten Erkennungselemente 
in Echtzeit verfolgt werden. Die Verwendung des erf indungsge- 
maflen Verfahrens zum Affinitats screening oder fur Verdran- 
gungsassays, insbesondere fur die pharmazeutische Produktent- 
wicklung, mittels direkter Bestimmung von Assoziations- und Dis- 
soziationsraten in einem Durchf lusssystem mit geeigneten Fluss- 
raten, ist daher ebenfalls moglich. 

Gemali einem weiteren ihrer Aspekte bezieht sich die Erfindung 
auf die Verwendung des Verfahrens zur quantitativen Bestimmung 
von Antikorpern oder Antigenen. 

Die Verwendung des erf indungsgemaflen Verfahrens zur quantitati- 
ven Bestimmung von Rezeptoren oder Liganden, Oligonukleotiden, 
DNA- oder RNA-Strangen, DNA- oder RNA-Analoga, Enzymen, Enzym- 
substraten, ' Enzymcof aktoren oder Inhibitoren, Lektinen und Koh- 
lehydraten ist ein weiteres Anwendungsgebiet der Erfindung. 

GemaB einem weiteren Aspekt bezieht sich die Erfindung auf die 
Verwendung des erf indungsgemaften Verfahrens zur selektiven quan- 
titativen Bestimmung lumineszierender Bestandteile in optisch 
truben Flussigkeiten, 

Optisch trube Fliissigkeiten konnen zum Beispiel biologische 
Flussigkeiten wie Eigelb, Korperf lussigkeiten wie Blut, Serum 
oder Plasma sein f aber auch Proben aus der Umweltanalytik wie 
beispielsweise Oberf lachenwasser , geloste Erdextrakte oder gel5- 



ste Pf lanzenextrakte. In Frage kommen auch Reaktionslosungen, 
wie sie beispielsweise bei der chemischen Produktion anfallen, 
insbesondere Farbstof f ldsungen oder Reaktionslosungen von opti- 
schen Aufhellern. In Frage kommen auch alle Arten von Dispersio- 
nen und Zubereitungen, wie sie zum Beispiel in der Textilindu- 
strie eingesetzt werden, sofern diese eine oder mehrere lumines- 
zierende Komponenten enthalten. Das Verfahren kann dadurch auch 
fur die Qualitatssicherung eingesetzt werden. 

Figur 1 zeigt scheamtisch im Querschnitt eine Vorrichtungsanord- 
nung zur Durchfuhrung des erf indungsgemafien Verfahrens. 

Figur 2 zeigt daraus eine schematische Ausschnittvergrofierung 
des optischen Wellenleiters. 

Diese Ausf uhrungsf ormen der Erfindung sind im Detail: 

Anregungsoptik und Wellenleiter : 

1 anregender Laserstrahl, 
la gefUhrter Mode, 

2 Kopplungswinkel/ 

3 Gitter (4-5 nm Tiefe, 750 nm Periode, Rechteckform) , 

4 Optische Sensorplattf orm, bestehend aus 4a und 4b, 

4a wellenleitende Schicht (Ta 2 0 5/ n = 2,317 bei 488 nm) , 
4b Tragermaterial (Corning Glas, n = 1,538 bei 488 nm) , 

Detektionsoptik fur die isotrop abgestrahlte Lumineszenz: 

5 Sammellinse geeigneter Brennweite, 

6 Interferenzfilter geeignet fur das Maximum der Lumineszenz mit 
einer Halbwertsbreite von zum Beispiel 30 nm, 

7 Sammellinse geeigneter Brennweite, 

8 Detektor (Photodiode) , 



Detektionsoptik fur die in die Sensorplattf orm zurtickgekoppelte 
Lumineszenz : 

9 Glasf aserbtindel mit rechteckigem Querschnitt, 

10 Interferenzf ilter geeignet fur das Maximum der Lumineszenz 
mit einer Halbwertsbreite von zum Beispiel 30 nm, 

11 Photodiode, 

Detektion des transmittierten Lichts: 

12 Glasfaserbiindel mit rechteckigem Querschnitt, 

13 Interferenzfilter geeignet fur das Maximum der Lumineszenz 
mit einer Halbwertsbreite von zum Beispiel 30 nm, 

14 Photodiode 

Probenzelle (drehbar) : 

15 Oberteil, welches -angepresst auf die Sensorplattf orm- mit 
dieser zusammen die Durchf lusszelle bildet, 

16 abdichtender ORing 

17 Flttssigkeitszufiihrung 

18 Flussigkeitsabfiihrung 

19 Zufuhrung fur Thermostatregelung, 

20 Abfiihrung fur Thermostatregelung . 

Die einzelnen fur den Aufbau verwendeten Elemente sind bekannt 
und im Handel erhaltlich. 

Die nachfolgenden Beispiele erlautern die Erfindung. 

Die Konzentrationsangabe M bedeutet in alien nachfolgenden Bei- 

spielen mol/1. 

Beispiel 1 



1.1 Optischer Aufbau 



-24- 



Das Anregungslicht eines Argon-Ionen-Lasers (Anregungswellen- 
lange 488 nm) wird mit Hilfe eines drehbaren Spiegels von der 
Ruckseite des Tragermaterials her auf das Gitter der wellenlei- 
tenden Schicht gerichtet. Auf der Oberseite der wellenleitenden 
Schicht wird, gedichtet durch O-Ringe, von oben eine thermosta- 
tisch geregelte Durchf lusszelle angedriickt, deren Volumen ca. 
0.07 ml betragt. Die im evaneszenten Feld angeregte Lumineszenz 
der Probe und die Transmission des Anregungslichts werden mit- 
tels 3 raumlich verschieden angeordneter Detektoren simultan 
aufgezeichnet. Die Anordnung ist in Abbildung 1 schematisch dar- 
gestellt. Detektor 8 besteht aus einer Photodiode (UDT UV-50, 
United Detector Technology, Hawthorne, CA, USA) , auf die liber 
Interferenzf ilter und Kondensorlinse die isotrop abgestrahlte 
Lumineszenz fokussiert wird. Detektor 14 besteht aus einer Pho- 
todiode (SR 1133, Hamamatsu), auf die mittels einer Glasfaserop- 
tik unter Filterung mit einem Interferenzf ilter die in die wel- 
lenleitende Schicht ruckgekoppelte Lumineszenz, beobachtet unter 
90° zur Ausbreitungsrichtung des f ortschreitenden Modes, gelei- 
tet wird. Das Signal wird mittels eines Transimpedanzverstarkers 
verstarkt. Das Transmissionslicht wird in analoger Weise durch 
Detektor 11 in Ausbreitungsrichtung des Modes unter Filterung 
mit einem Interferenzf ilter auf eine Photodiode (UDT UV-50, 
United Detector Technology, Hawthorne, CA, USA) geleitet und 
verstarkt. 

1.2 Charakterisierung der Sensormaterialien und des Einkoppeler- 
gebnisses 

1.2.1 Optische Sensorplattf orm 
Geometrie: 16mm x 48mm x 0.5mm. 

Wellenleitende Schicht: Ta 2 0 5 , n = 2,317 bei 488 nm, Dicke 100±5 
nm. 

Tragermaterial: Corning Glas C7059, n = 1,538 bei 488 nm. 
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Gitter: Rechteckgitter mit einer Modulationstief e von 4-5 nm, 
Gitterperiode 750 nm. 

1.2.2 Einkoppelergebnis bei Anregung mit 633 nm 
Koppelwinkel : 4°-5° (zweite Beugungsordnung) 
Einkopplungsef f izienz : 7% am Gitterort 
Dampfung: 2, 5dB/cm. 

1.3. Detektion von f luoresceinmarkiertem Immunoglobulin an immo- 

bilisiertem Protein A 

Probenlosung: 

1 x 1CT 8 M f luoresceinmarkiertes Immunoglobulin (Sigma Chemicals, 
F-lgG) ; 

0,5 1 Phosphatpuffer, bestehend aus 0,041 M Na 2 HP0 4 und 0,028 M 
KH 2 P0 4 ; 

1 ml POE- (20) -Sorbitolmonolaurat (Tween 20, ICI) ; 

200 mg Natriumazid, 50ml Methanol, auf 1 Liter aufgefullt mit 

destilliertem Wasser. 

Der Sensor wird 10 Stunden in einer wassrigen Losung von Protein 
A (Sigma Chemicals, Img/ml) inkubiert. Urn eventuell noch freie 
Adsorptionsstellen abzus£ttigen, wird der Sensor nach Waschen 
mit destilliertem Wasser nochmals eine Stunde in einer Phosphat- 
puf ferlosung, die 10g/l Rinderserum Albumin (Sigma Chemicals) 
enthalt , inkubiert . 

Die Probenlosung wird 9 Minuten lang uber die mit Protein A be- 
legte Sensoroberf lache im Durchfluss gefiihrt. 

Die isotrop abgestrahlte, die evaneszent riickgekoppelte Fluores- 
zenz und die Transmission werden wShrend dieser 9 Minuten ent- 
sprechend der Beschreibung unter 1.1 gemessen. Man erhalt eine 
Empf indlichkeit von ca. 1 x 10" 10 M, bezogen auf F-IgG. 
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In alien nachfolgend aufgefuhrten Applikationsbeispielen wird 
die in Beispiel 1 beschriebene Sensorplattf orm und der dort be- 
schriebene optische Aufbau verwendet. 

Beispiel 2 

Detektion von f luoresceinmarkiertem Immunoglobulin an immobili- 
siertem Protein A: 
Verwendete Losungen: 

1) Pufferlosung : bestehend aus 0.5 1 Phosphatpuf f er { 0.041 M 
Na 2 HP0 4 + 0.028 M KH 2 P0 4 ), 0.151 M NaCL, 250 mg/1 Natriumazid, 50 
ml Methanol, 1 g/1 Rinderserumalbumin (BSA) ; 0.5 ml POE-(20)- 
Sorbitolmonolaurat (Tween 20, ICI), mit destilliertem Wasser auf 
11 aufgefullt. 

2) Losung zur Immobilisierung von Protein A (Sigma Chemicals) : 1 
mg / ml dest. Wasser 

3) Absattigungslosung: Pufferlosung 1) + 10 mg / ml Rinderserum- 
albumin (BSA, Sigma Chemicals) 

4) Spullosung: Pufferlosung 1) 

5) Probenlosungen: f luoresceinmarkiertes Immunoglobulin 10" 8 M in 
Pufferlosung 1. 

6) Regenerierungslosung: Glycinpuf f er, pH 2 
Verfahren: 

Die optische Sensorplattf orm wird 10 Stunden lang mit der Losung 
2) zur Immobilisierung von Protein A inkubiert. Urn eventuell 
noch freie Adsorptionsstellen abzusattigen, wird die Sensor- 
plattform nach Waschen mit destilliertem Wasser nochmals eine 
Stunde in der Absattigungslosung mit 10 mg / ml BSA inkubiert. 

Das Verfahren besteht aus folgenden Einzelschritten, die in ei- 
ner Durchf lusszelle (Flussrate 1 ml / min) durchgefuhrt werden: 
5 Minuten Waschen mit Pufferlosung 1), danach Aufnahme des Un- 
tergrund-Signals ; 
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9 Minuten Zufuhr der Probenlosung 5) ; 

5 Minuten Waschen mit Puf ferlosung 1) ; 

5 Minuten Zufuhr der Regenerierungslosung 6) ; 

5 Minuten Waschen mit Puffer losung 1) . 

Die isotrop abgestrahlte und die in die Sensorplattf orm ruckge- 
koppelte Fluoreszenz sowie die Transmission werden wahrend des 
ganzen Verfahrens entsprechend Beispiel 1 gemessen. 

Neben einem starken Signal der isotrop abgestrahlten Fluoreszenz 
werden auch starke Signale der rtickgekoppelten Fluoreszenz sowie 
eine deutlich verringerte Transmission in Gegenwart des Analyten 
gemessen. Die Fluoreszenzsignale steigen wahrend der Zufuhr des 
f luoreszierenden Analyten an und zeigen den typischen Verlauf 
einer Adsorptionskurve. Das Signal fur die ruckgekoppelte Fluo- 
reszenz ist bei gleicher VerstMrkung nur urn einen Faktor 2 nied- 
riger als das Signal der isotrop emittierten Fluoreszenz. Das 
Transmissionssignal zeigt einen Verlauf, der nahezu spiegelbild- 
lich zu den Fluoreszenzsignalen ist. Bis zum Erreichen des Maxi- 
mums der Fluoreszenz nimmt das Transmissionssignal urn 25 % ab. 
Im selben Mafie, wie die Fluoreszenz nach dem Regenerierungs- 
schritt zurtickgeht, nimmt das Transmissionssignal wieder zu. 

Beispiel 3 

Detektion von f luoresceinmarkiertem Immunoglobulin an immobili- 
siertem Protein A: 
Verwendete Losungen : 

1) Puf ferlosung, bestehend aus 1/3 Phosphatpuf f er ( 0.041 M 
Na 2 HP0 4 + 0.028 M KH 2 P0 4 ), 0.151 M NaCL, 200 mg/1 Natriumazid, 50 
ml Methanol, aufgefiillt auf 1 1 mit destilliertem Wasser; 

2) Losung zur Immobilisierung von Protein A (Sigma Chemicals) : 1 
mg/ml Puf ferlosung 1); 
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3) Absattigungslosung: Pufferlosung 1) + 10 mg / ml Rinderserum- 
albumin (BSA, Sigma Chemicals) ; 

4) Spullosung, wird auch verwendet zur Bestimmung des Signalun- 
tergrunds Pufferlosung 1) + 1 mg / ml BSA; 

5) Probenldsungen : f luoresceinmarkiertes Immunoglobulin in ver- 
schiedenen Konzentrationen (10" 8 M, 10" 9 M, 10~ 10 M, 10" 11 M) in 
Pufferlosung 1) mit 1 mg / ml BSA; 

6) Regenerierungslosung: Glycinpuf f er, pH 2.5; 

Verf ahren: 

Die optische Sensorplattf orm wird 2 Stunden lang mit der Losung 
zur Immobilisierung von Protein A inkubiert. Urn eventuell noch 
freie Adsorptionsstellen abzusattigen, wird die Sensorplattf orm 
nach Waschen mit destilliertem Wasser nochmals eine Stunde in 
der Absattigungslosung mit 10 mg / ml BSA inkubiert. 

Das Verf ahren besteht aus folgenden Einzelschritten: 

- 2 Minuten Waschen mit Spullosung 4) (0.1 ml / min) , Aufzeich- 
nung des Untergrund-Signals; 

- gleichzeitiges Einsaugen der Probe (1 ml) in eine Schlauch- 
Schleife (Loop) iiber 

einen automatischen Probengeber; 

- anschlieftend wird die Probe durch Ausstofien des Loops ca. 7 
Minuten lang uber die Sensorplattf orm gefuhrt (0.1 ml / min, 
zwischen Anfangs- und End-Puls); 

- danach folgt ein Spulschritt mit Losung 4); 

- nach Applikation der Regenerierungslosung wird wiederum mit 
Losung 4) gespult- 

Die isotrop abgestrahlte Fluoreszenz und die Transmission werden 
wahrend des gesamten Verfahrens entsprechend Beispiel 1 gemes- 
sen. 
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Bei einer Konzentration von 1(T 10 M f luoresceinmarkierten Immuno- 
globulins wird noch ein deutliches Fluoreszenzsignal beobachtet; 
Anderungen der Transmission werden bis zu Konzentrationen von 10 
8 M bestimmt. 

Nach Glatten der Daten ( 9-Punkte-Durchschnitte) kann eine Ana- 
lyt konzentration von 10" 11 M noch festgestellt werden. 

Bei den verschiedenen Konzentrationen ergeben sich folgende Si- 
gnalanderungen am Ende der Probenzufuhr, verglichen mit dem an- 
fanglichen Hintergrund-Signal (Signal/Rausch Verhaltnis zwischen 
1 und 4 mV) : 



[F-IgG] Fluoreszenzsignal (V) Anderung des 

Transmissionssignals 

10" 8 M 1.0 - 10 % 

10" 9 M 0.2 nicht bestimmt 

lCT 10 M 0.039 nicht bestimmt 

10" 11 M 0.008 nicht bestimmt 

(nach Glattung) 

Die Nachweisgrenze liegt unter 10" 11 M f was einer Analytmenge von 
10' 14 Mol f luoresceinmarkiertem IgG entspricht. 

Beispiel 4 

1.4. Detektion von f luoresceinmarkierten Oligonukleotiden mit 
immobilisierten Komplementarstrangen in einem Hybridisierungsas- 
say 



Verwendete Losungen: 
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1) Hybridisierungspuffer (pH 7,75), bestehend aus 0.069 M Phos- 
phatpuffer ( 0.041 M Na 2 HP0 4 + 0.028 M NaH 2 P0 4 ) , 0.176 M KCL, 1 ml 
POE-{20)- Sorbitolmonolaurat (Tween 20, ICI), 1 g Polyacrylsaure 
PAA 5100, 500 mg / 1 Natriumazid, aufgefullt auf 1 1 mit destil- 
liertem Wasser 

2) Probenlosungen: f luoresceinmarkiertes, zu dem auf der Sensor- 
plattform immobilisierten Oligomeren komplementares, aus 16 Ba- 
senpaaren bestehendes Oligomer (Fluorescein-5 1 -GTTGTGTGGAATTGTG- 
3 1 (10" 12 M/l) in Hybridisierungspuffer 1) 

3) Regenerierungslosung: 50% (G/G) Harnstoff in waflriger Lbsung 
Verf ahren: 

Mit einem Oligonukleotid-Synthesizer (Applied Biosystems 394B) 
wird der Erkennungsstrang (capture probe) 3 ! CAACACACCTTAACAC-5 1 
direkt auf einer mit 3-Glycidyloxypropyltrimethoxysilan silani- 
sierten Sensorplattf orm synthetisiert nach einem Verfahren, wie 
es standardmaftig bei der Oligonukleotidsynthese auf Partikeln 
verwendet wird (zum Beispiel in M. J. Gait Oligonucleotide Syn- 
thesis. A practical approach. Oxford University Press, NY 1990 
) . Abweichend zum Standardsynthese-Verf ahren wird fur die Veran- 
kerung auf der Oberflache, am 3 f -Ende, jedoch 4- (4, 4' -Dime- 
thoxytrityl) -Hydroxybuttersaure als stabile Bruckengruppe ver- 
wendet, urn eine spatere Abspaltung von der Sensoroberf lache zu 
verhindern. Nach Waschen mit Wasser wird die Sensorplattf ormen 
mit den immobilisierten Erkennungsstrangen im Nachweisverf ahren 
verwendet . 

Das Verfahren besteht aus folgenden Einzelschritten: 

- 8 Minuten Waschen mit Hybridisierungspuffer 1) (0.5 ml / min), 

Aufnahme des Untergrund-Signals; 

-26 Minuten (nach einem 5 sec Flush von 5 ml/min) Zufuhrung der 
Probenlosung 2) (0.05 ml / min); 
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- 4 Minuten Spulen mit Hybridisierungspuf f er 1) (0.5 ml /min) ; 

- 4 Minuten Zufuhr der Regenerierungslosung 3) (0.5 ml /min) ; 

- 4 Minuten Spulen mit Hybridisierungspuf fer 1) (0.5 ml /min); 
Die isotrop abgestrahlte Fluoreszenz und die Transmission werden 
wahrend des Verfahrens entsprechend Beispiel 1 gemessen. Nach 10 
mintitiger Probenzuf uhr, was einer Menge von 500 Attomol fluo- 
resceinmarkierter Nachweis-DNA (tracer-DNA) entspricht, wurde 
ein Fluoreszenzsignal von 20 mV beobachtet, bei einem Signalrau- 
schen von etwa 1 mV. 
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ANSPRUCHE 

1. Planere, dielektrische, optische Sensorplattform, bestehend 
aus einem transparenten Trager (a), auf dem eine dUnne, transpa- 
rente, wellenleitende Schicht (b) aus einem anorganischen Mate- 
rial aufgebracht ist und der mit einem Gitter fur die Einkopp- 
lung des Anregungslichts versehen ist, wobei der Brechungsindex 
des Tragers (a) geringer als der Brechungsindex der wellenlei- 
tenden Schicht (b) ist, dadurch gekennzeichnet , dass 

(A) das Gitter eine Modulationstief e von 3 bis 60 nm aufweist, 

(B) die Dicke der Schicht (b) 40 bis 160 nm betragt, und 

(C) das Verhaltnis von Modulationstief e zur Dicke der Schicht 
(b) kleiner als 0,5 ist. 

2. Sensorplattf orm nach Anspruch 1, bei der der Trager aus 
Quarz, einem anorganischen Glas Oder einem Kunststof fmaterial 
besteht . 

3. Sensorplattform nach Anspruch 2, bei der der Trager aus einem 
anorganischen Glas besteht. 

4. Sensorplattform nach Anspruch 2, bei der das Kunststof fmate- 
rial aus Polycarbonat oder Polymethylmethacrylat besteht. 

5. Sensorplattform nach Anspruch 1, bei der zwischen Trager (a) 
und wellenleitender Schicht (b) eine Zwischenschicht aus Si0 2 , 
einem thermoplastischen, thermisch vernetzbaren oder struktur- 
vernetzten organischen Kunststof fmaterial aufgebracht ist, deren 
Brechungsindex kleiner oder gleich dem des Tragers (a) ist. 
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6. Sensorplattf orm nach Anspruch 5, bei der die Dicke der Zwi- 
schenschicht gleich oder weniger als 10 |im betragt. 

7. Sensorplattf orm nach Anspruch 1, bei der die planare, trans- 
parente, wellenleitende Schicht (b) aus einem Material besteht, 
dessen Brechungsindex grower als 2 ist. 

8. Sensorplattf orm nach Anspruch 7, bei der die planare, trans- 
parente f wellenleitende Schicht aus Ta 2 0 5 oder Ti0 2 besteht. 

9. Sensorplattform nach Anspruch 1, bei der die planare, trans- 
parente, wellenleitende Schicht (b) eine Dicke von 80 nm bis 160 
nm aufweist. 

10. Sensorplattform nach Anspruch 1, bei der das Gitter zur Ein- 
kopplung des Anregungslichts ein optisches Beugungsgitter ist. 

11. Sensorplattform nach Anspruch 10, bei der das optische Beu- 
gungsgitter ein Reliefgitter ist. 

12. Sendorplattf orm nach Anspruch 10, bei der das Gitter die 
Form einer Sinus-, SSgezahn- oder Rechteckkurve besitzt. 

13. Sensorplattform Anspruch 10, bei der das Gitter eine Gitter- 
periode von 200 bis 1000 nm aufweist. 

14. Sensorplattform nach Anspruch 10, bei der das Gitter eine 
Modulationstief e von 5 bis 30nm besitzt. 

15. Sensorplattform nach Anspruch 10, bei der das Gitter ein 
Steg zu Nut-Verhaltnis von 0,5-2 aufweist. 
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16. Sensorplattform nach Anspruch 1, bei der sich eine Haftver- 
mittlungsschicht auf der Oberflache der wellenleitenden Schicht 
befindet. 

17. Sensorplattform nach Anspruch 16, bei der die Haf tvermitt- 
lungsschicht eine Dicke von gleich oder weniger als 50 nm hat. 

18. Sensorplattform nach Anspruch 1, bei der die zum Nachweis 
des Analyten benutzten lumineszenzf ahigen Stoffe direkt auf der 
Oberflache der wellenleitenden Schicht (b) immobilisiert sind. 

19. Sensorplattform nach Anspruch 1, bei der auf der Oberflache 
der Sensorplattform spezifische Bindungspartner als chemisches 
oder biochemisches Erkennungselement fur den Analyten selbst 
oder fur einen der Bindungspartner in dem mehrstufigen Assay, 
immobilisiert sind. 

20. Sensorplattform nach Anspruch 19, bei der die Sensorplatt- 
form regenerierbar ist und mehrnials verwendet werden kann. 

21. Vorrichtung fur den Nachweis von Lumineszenz, enthaltend 
eine Sensorplattform nach den Ansprtichen 1 - 20;erfahren nach 
Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet , dass man die isotrop abge- 
strahlte, evaneszent angeregte Lumineszenz detektiert. 

22. Verfahren zum Detektieren einer Lumineszenz mit einer plana- 
ren, dielektrischen optischen Sensorplattform nach Anspruch 1, 
indem eine fliissige Probe mit der Schicht (b) in Kontakt ge- 
bracht wird, und die von lumineszenzfahigen Stoffen in der Probe 
oder von auf der Schicht (b) immobilisierten lumineszenzfahigen 
Stoffen erzeugte Lumineszenz optoelektronisch gemessen wird, wo- 
bei 
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das Anregungslicht von einem Laser durch das Gitter in die plan- 
are Wellenleitung eingekoppelt wird und die wellenleitende 
Schicht durchlauft, wodurch die lumineszenzf ahigen Stoffe, die 
Lumineszenzeigenschaften aufweisen, im evaneszenten Feld der 
wellenleitenden Schicht zur Lumineszenz angeregt werden, und De- 
tektieren der isotrop emittierten, evanszent angeregten Lumines- 
zenz Oder Detektieren der evanescent angeregten Lumineszenz, die 
an den Randern der Sensorplattf orm in die Sensorplattf orm zuruck 
eingekoppelt wird. 

23. Verfahren nach Anspruch 22, bei dem im wesentlichen paralle- 
les Licht zum Anregen der Lumineszenz verwendet wird. 

24. Verfahren nach Anspruch 22, bei dem Laserlicht einer Wellen- 
lange zwischen 300 und 1100 nm fur die Anregung der Lumineszenz 
verwendet wird. 



25. Verfahren nach Anspruch 22, bei dem Laserlicht einer Wellen- 
lange zwischen 450 und 850 nm fur die Anregung der Lumineszenz 
verwendet wird. 

26. Verfahren nach Anspruch 22, bei dem Laserlicht einer Wellen- 
lange zwischen 480 und 700 nm fur die Anregung der Lumineszenz 
verwendet wird 



27. Verfahren nach Anspruch 22, enthaltend das Immobilisieren 
eines spezeillen Bindungspartners als chemische oder biochemi- 
sche Nachweissubstanz fur den Analyten selbst oder fur einer der 
Bindungspartner auf der Oberflache der sensorplattf orm in einem 
Mehrstuf en-Assay, im Verlaufe dessen der Analyt in einer der 
Teilstufen gebunden wird. 
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28. Verfahren nach Anspruch 22, enthaltend die voneinander unab- 
hangige aber gleichzeitige Erfassung der isotropisch emittierten 
Lumineszenz sowie des evaneszent angeregten Lichts, das zuriick 
eingekoppelt wird. 

29. Verfahren nach Anspruch 22, bei dem die Absporption des An- 
regungslichts, das in die Wellenleitung eingekoppelt wird, 
gleichzeitig bestimmt wird. 

30. Verfahren nach Anspruch 22, bei dem das Anregungslicht in 
die Wellenleitung ununterbrochen eingekoppelt wird. 

31. Verfahren nach Anspruch 22, enthaltend das Einkoppeln des 
Anregungslichts in Form eines zeitbestimmten Impulses und das 
Erfassen der zeitlich aufgelosten Lumineszenz. 

32. Verfahren nach Anspruch 31, bei dem die Impulslange auf 1 ps 
bis 100 s eingestellt ist. 

33. Verfahren nach Anspruch 22 r enthaltend das Einkoppeln des 
Anregungslichts einer mit einer oder rnehreren Frequenzen modu- 
lierten Intensitat und das Erfassen der resultierenden Phasen- 
verschiebung and der Modulation der Probenlumineszenz . 

34. Verfahren nach Anspruch 22, bei dem die zu detektierende 
Probe Eigelb, Blut, Serum, Plasma oder Urin ist. 

35. Verfahren nach Anspruch 22, bei dem die zu detektierende 
Probe ein Oberf lachenwasser , ein Boden- oder Pf lanzenextract , 
eine Bioprozessbruhe oder Synthesebruhe ist. 

36. Verfahren nach Anspruch 22, bei dem biochemische Substanzen 
bei der Af f initatssensorik quantitativ bestimmt werden. 
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37. Verfahren nach Anspruch 22, bei dem Antikorper oder Antigene 
quantitativ bestimmt werden. 

38. Verfahren nach Anspruch 22, bei dem Rezeptoren oder Ligan- 
den, Oligonukleotide, DNA- oder RNA-Strange, DNA- oder RNA-Ana- 
loga, Enzyme, Enzymsubstrate, Enzymcof aktoren oder Inhibitoren, 
Lektine und Kohlehydrate quantitativ bestimmt werden. 

39. Verfahren nach Anspruch 22, bei dem lumineszirende Bestand- 
teile in optisch truben Flussigkeiten quantitativ bestimmt wer- 
den. 
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